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1 UVOD 
Mikroorganizmi so nepogrešljivi v vsakdanjem življenju, saj predstavljajo pomemben del 
žive narave in so ključni za pravilno delovanje ekosistemov. Njihova pomembna lastnost je 
sposobnost biorazgradnje različnih organskih snovi na enostavnejše molekule v procesu 
gnitja ali trohnenja, s čimer si mikroorganizmi zagotovijo potrebna hranila (Szostak Kotowa, 
2004). Poleg pozitivnih lastnosti pri procesu biorazgradnje pa lahko mikroorganizmi 
povzročijo tudi različna obolenja, kar predstavlja njihovo pomembno negativno lastnost 
(Simončič in Tomšič, 2017).  
 
Tekstilna vlakna predstavljajo primeren organski substrat za rast mikroorganizmov. Medtem 
ko na sintetičnih vlaknih najdemo predvsem bakterije, so naravna celulozna vlakna ustrezno 
gojišče za rast bakterij, gliv in alg. Biorazgradnja naravnih tekstilnih vlaken ima pomembno 
vlogo pri odpadnih tekstilijah, kar jih uvršča med trajnostne materiale. Pri tekstilnih izdelkih, 
ki so v uporabi, pa lahko prekomerna rast mikroorganizmov povzroči številne nevšečnosti, 
kot so znižanje estetskih in funkcionalnih lastnosti tekstilij ali celo nevarnost za zdravje ljudi, 
če se patogeni mikroorganizmi na vlaknih prekomerno razmnožijo (Simončič in Tomšič, 
2017).   
 
V izogib nezaželenim učinkom, ki jih povzročajo mikroorganizmi, je v današnjem času 
postala protimikrobna zaščita nepogrešljiva pri proizvodnji različnih zaščitnih, športnih, 
dekorativnih, tehničnih in medicinskih tekstilij, poleg tega pa se  podaljša tudi življenjska 
doba končnih izdelkov (Gao in Cranston, 2008). Med protimikrobnimi snovmi so pomembni 
nanodelci kovin, kovinskih soli in kovinskih oksidov, predvsem srebra, titana, cinka in 
bakra, ki se s fizikalnimi silami vežejo tako na naravna, kot tudi na sintetična vlakna, ki sama 
po sebi nimajo protimikrobnih lastnosti. Njihovo protimikrobno delovanje temelji na 
nadzorovanem sproščanju v okolico, kjer lahko delujejo  biostatično ali biocidno (Simončič 
in Tomšič, 2017). Če je koncentracija protimikrobne snovi previsoka, lahko pomembno 
zmanjša biorazgradljivost vlaken, kar je z vidika trajnostnega razvoja nezaželeno, poleg tega 
pa lahko previsoka koncentracija protimikrobne snovi povzroči tudi kontaminacijo zemlje. 
Vezava nanodelcev ZnO na celulozna vlakna je v zadnjem času postala pogosta praksa, 
predvsem zaradi njihove dostopnosti in cenovne ugodnosti, poleg tega pa so celulozna 
vlakna sama po sebi biorazgradljiva in okolju prijazna (Zhao in sod., 2017). 
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1.1 NAMEN DELA 
Glavni namen raziskave je bil preučiti vpliv nanodelcev ZnO na protimikrobno zaščito 
mešanice naravnih tekstilnih vlaken, na podlagi določanja zmanjšanja števila bakterij vrst E. 
coli in S. aureus. Prav tako sta nas zanimala stopnja biorazgradnje izbranih mešanic vlaken 
ter vpliv zakopanih vzorcev na kontaminacijo zemlje. V končni fazi smo želeli določiti 
optimalno koncentracijo protimikrobnih vlaken v mešanici naravnih vlaken, ki bi 
zagotavljala ustrezno zaščito in še vedno omogočala ustrezno biorazgradljivost. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
V raziskavi smo predpostavili naslednje delovne hipoteze: 
- povečanje količine vlaken z vgrajenim ZnO v mešanici bo povečalo protimikrobno zaščito 
tekstilnih vlaken, 
- povečanje količine vlaken z vgrajenim ZnO v mešanici bo vplivalo na zmanjšanje stopnje 
biorazgradnje mešanice vlaken in ne bo vplivalo na kontaminacijo zemlje, 
- z izbiro mešanice vlaken z ustrezno koncentracijo ZnO lahko zagotovimo biostatično 
protimikrobno aktivnost ob hkratni ohranitvi biorazgradljivosti vlaken. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ZnO KOT PROTIMIKROBNO SREDSTVO 
Kovinski oksidi, kamor uvrščamo tudi ZnO, predstavljajo pomembno in hitro se razvijajoče 
področje nanotehnologije. Uporaba nanodelcev ZnO dandanes sega na različna področja, kot 
so znanost o materialih, agrikultura, živilska industrija, kozmetika in medicina. 
Protimikrobno delovanje ZnO je bilo prvič opisano že v času starega Epita in izvira 
predvsem iz majhnosti in unikatnih fizikalno kemijskih lastnosti nanodelcev (Azam in sod., 
2012). S pojavom številnih nalezljivih bolezni in proti antibiotikom odpornih bakterijskih 
sevov, se odpira prostor za alternativna protimikrobna sredstva, ki bi sčasoma lahko 
nadomestila antibiotike. Kot eden izmed protimikrobno najučinkovitejših kovinskih oksidov 
se je do sedaj izkazal ZnO, ki na podlagi kemijskih in fizikalnih interakcij s površino 
bakterijskih celic povzroči njihov propad. Kljub visoki letni produkciji, pa se le majhen del 
ZnO uporablja na področju medicine (Siddiqi in sod., 2018). 
2.1.1 Mehanizmi protimikrobnega delovanja 
2.1.1.1 Fotokataliza   
ZnO je polprevodnik z visoko fotokatalitično aktivnostjo. Kot fotokatalizator se uporablja 
na različnih področjih za dosego protimikrobnih in samočistilnih lastnosti trdnih površin ter 
za čiščenje vode in zraka (Liu in sod., 2018). Široka uporaba ZnO je povezana z njegovo 
nizko ceno, netoksičnostjo in prijaznostjo do okolja (Qi in sod., 2017).  
 
Proces fotokatalize (slika 1) poteče pri obsevanju kristalov nanodelcev ZnO z ultravijolično 
(UV) svetlobo energije, ki je enaka ali višja od energijske špranje, to je energijske razlike 
med valenčnim in prevodnim pasom v kristalu, ki znaša približno 3,37 eV. Pri absorpciji 
fotona ustrezne energije elektroni preidejo iz valenčnega pasu v prevodni pas, pri tem pa v 
valenčnem pasu zapustijo vrzeli. Tako nastanejo pari prevodniških elektronov z negativnim 
nabojem (e-) in vrzeli s pozitivnim nabojem (h+) z visokim redoks potencialom. Prevodniški 
elektroni in vrzeli, ki se ujamejo na površini kristala, reagirajo s kisikom in vodo ter preko 
kompleksnega niza reakcij 1 do 5 tvorijo reaktivne kisikove spojine (ROS). Najpomembnejši 
ROS so hidroksilni radikali in superoksidni anioni ter vodikov peroksid (Perez Espitia in 
sod., 2012).  
 
ZnO + h𝑣 → e− + h+              … (1) 
h+ + H2O →  OH + H
+                                                                                                … (2) 
e− + O2 →  O2
−                                                                                                              … (3)  
O2
− +  H+ →  HO2                                                                                                       … (4) 
e− + HO2 +  H
+ →  H2O2                                                                                           … (5) 
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Slika 1: Shematski prikaz procesa fotokatalize v kristalu ZnO. 
 
Številni avtorji navajajo tvorbo ROS kot najpomembnejši mehanizem protimikrobnega 
delovanja nanodelcev ZnO (Sirelkhatim in sod., 2015, Kumar in sod., 2017). Toksičnost 
ROS, ki v celico mikroorganizma vstopijo s procesom difuzije, se odraža v oksidativnih 
poškodbah ključnih makromolekul, kot so DNA, proteini, ogljikovi hidrati in lipidi, ROS pa 
lahko s peroksidacijo membranskih lipidov močno poškodujejo tudi površino celic. Iz 
raziskave je tudi razvidno, da je fotokatalitična aktivnost ZnO odvisna od različnih 
dejavnikov, kot so čas izpostavitve svetlobi, velikost in oblika nanodelcev (Shirelkhatim in 
sod., 2015). Kljub temu, da ima svetloba ključno vlogo pri fotokatalitični aktivnosti, so 
Adams in sod. (2006) zabeležili tvorbo ROS tudi v temi. Predpostavili so dodatne 
mehanizme za njihovo tvorbo, ki pa do danes še niso povsem raziskani. 
 
 
Slika 2: Shematski prikaz protimikrobnega delovanja ZnO. 
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Pomembna pomanjkljivost ZnO kot fotokatalizatorja je njegova relativno velika energijska 
špranja, zaradi česar lahko ZnO absorbira le ultravijolično (UV) svetlobo in ne vidne 
svetlobe. Prav tako predstavlja slabost ZnO tudi hitra rekombinacija elektronov, pri čemer 
pari prenehajo obstajati, kar zmanjša njegovo fotokatalitično učinkovitost. Da bi zmanjšali 
te pomanjkljivosti ter s tem povečali fotokatalitično aktivnost ZnO, so znanstveniki razvili 
številne metode, kot na primer vključevanje tujih atomov kot primesi v strukturo kristalov 
ZnO (Qi in sod., 2017). 
2.1.1.2 Sproščanje ionov Zn2+  
Protimikrobno delovanje ionov Zn2+ je neposredno odvisno od topnosti ZnO v mediju z 
bakterijami. ZnO je v vodnem mediju ob nevtralni vrednosti pH skoraj povsem netopen, še 
vedno pa je njegova topnost večja kot pri večini ostalih kovinskih oksidov. Topnost ZnO je 
na eni strani odvisna od fizikalno kemijskih lastnosti delcev, kot so poroznost, velikost, 
morfologija in njihova koncentracija, ter na drugi strani od lastnosti in pogojev v 
preučevanem mediju, kot na primer pH, ionska jakost, čas inkubacije in prisotnost UV 
sevanja (Baek in An, 2011, Sirelkhatim in sod., 2015). Topnost nanodelcev ZnO je večja pri 
nižjih koncentracijah ZnO, pri višjih koncentracijah pa se zaradi aglomeracije nanodelcev 
topnost zmanjša.  
 
Sproščanje ionov Zn2+ (reakcija 6) je poleg tvorbe ROS pomembno za protimikrobno 
delovanje ZnO.   
 
ZnO + H2O → Zn
2+ + 2OH−                                                                                                 … (6)  
 
Prosti ioni Zn2+ zlahka obdajo površino mikrobnih celic in vstopijo v notranjost, kjer 
povzročijo motnje v delovanju aktivnega transporta ter motnje v delovanju celičnega 
encimskega sistema. Poznana je njihova interakcija s funkcionalnimi skupinami proteaz, kar 
povzroči spremembe v njihovi sestavi in delovanju. Spremembe v delovanju encimov 
posledično vodijo v propad celice zaradi neuravnoteženega metabolizma, zmanjšane 
produkcije ATP in blokade podvojevanja DNA (Qi in sod., 2017). 
 
Kljub vsem poznanim dejstvom, mehanizem delovanja Zn2+ ostaja še precej neraziskan. 
Njihovo delovanje je močno odvisno tudi od lastnosti posameznih mikroorganizmov, 
predvsem od njihovih različnih metabolnih poti in površinskega naboja celice. Reddy in sod. 
(2007) so preučili vpliv nanodelcev ZnO na bakterije vrst E. coli in S. aureus, kjer so pri 
slednjih zabeležili višjo občutljivost na prisotnost raztopljenih ionov. Odkrili so tudi, da pri 
bakterijah vrste E. coli pride do izboljšanja rasti pri nizkih koncentracijah ZnO, saj je cink 
ključen element pri številnih pomembnih celičnih procesih (Perez Espitia in sod., 2012). 
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2.1.1.3 Nanodelci ZnO 
Mehanizem toksičnosti nanodelcev ZnO izvira iz privzema delcev v notranjost celice ali 
njihovega neposrednega stika s površino celice. Razlog za pritrditev nanodelcev so 
elektrostatske sile med pozitivno nabitimi nanodelci in negativno nabito celično membrano. 
Poleg elektrostatskih sil so prisotne tudi šibkejše interakcije, kot na primer Van der 
Waallsove sile, hidrofobne interakcije in interakcije receptor-ligand (Qi in sod., 2017). 
 
Nanodelci ZnO delujejo baktericidno, saj ob vezavi povzročijo luknje v celični steni in 
vplivajo na destabilizacijo celične membrane. Pri tem lahko pride do izlitja celične vsebine 
in propada celice, ali pa se nanodelci prosto nakopičijo v periplazemskem oziroma 
citoplazemskem prostoru. Privzem nanodelcev ZnO povzroči inhibicijo energijskega 
metabolizma in pomanjkanje molekul ATP, ki so ključne za pravilno delovanje celic 
(Sirelkhatim in sod., 2015). Za obsežne poškodbe so ob vezavi nanodelcev odgovorne tudi 
ROS, ki se tvorijo v neposredni bližini celic, Stoimenov in sod. (2002) pa kot razlog za 
mehanske poškodbe celične površine navajajo tudi ostre in grobe površine nanodelcev ZnO. 
Protibakterijska aktivnost nanodelcev je bila dokazana pri številnih bakterijskih vrstah, 
poškodbe celic pa so jasno vidne tudi z mikroskopskih posnetkov (Wahab in sod., 2010). 
2.1.2 Vpliv dejavnikov na protimikrobno delovanje 
2.1.2.1 Velikost, oblika in koncentracija nanodelcev ZnO 
Ena izmed najpomembnejših lastnosti, ki je vzrok za učinkovitejše protimikrobno delovanje 
nanodelcev v primerjavi z drugimi makro delci, je njihova velikost. Številne študije navajajo, 
da je protimikrobna aktivnost delcev obratnosorazmerna velikosti nanodelcev. Z 
manjšanjem velikosti nanodelcev se povečuje razmerje med površino in volumnom, kar se 
odrazi v večji reaktivni površini delcev, ki stopijo v kontakt z mikroorganizmom in boljši 
absorpciji svetlobe. Poleg tega manjši nanodelci veliko lažje prodrejo v notranjost 
mikroorganizmov in povzročijo škodo. Glede na postopek sinteze so nanodelci lahko reda 
velikosti od nekaj nanometrov pa do nekaj sto nanometrov, s spremembo velikosti pa se 
spremenijo tudi njihove elektrokemijske, strukturne, morfološke in optične lastnosti (Siddiqi 
in sod., 2018). 
 
Toksičnost nanodelcev je močno odvisna tudi od same oblike nanodelcev, kar v zadnjem 
času postaja atraktivno področje raziskovanja. Najpogostejše nanostrukture ZnO se 
pojavljajo v oblikah paličic, žic, krogel in tetrapodov, obstajajo pa tudi strukture s 
kompleksnejšimi oblikami, kot na primer lamele in cvetovi, ki s svojo povečano specifično 
površino in boljšo absorpcijo na površino bakterij privedejo do boljšega protimikrobnega 
učinka. Različne oblike se tvorijo tekom sinteze nanodelcev s spreminjanjem sinteznih 
parametrov, kot so topilo, prekurzorji, temperatura, pH in dodatek kemikalij (Sirelkhatim in 
sod., 2015). Vpliv oblike ter z njo povezane specifične površine na protimikrobno 
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učinkovitost nanodelcev ZnO so preučevali tudi Talebian in sod. (2013) ter na primeru 
bakterij vrst S. aureus in E. coli zabeležili višjo protimikrobno aktivnost pri nanostrukturah 
v obliki cvetov kot pri krogelnih in paličastih oblikah. Ugotovili so, da majhne paličaste in 
žičnate nanostrukture lažje prehajajo skozi celične stene mikroorganizmov kot 
kompleksnejše strukture z večjim premerom. Pri nanostrukturah z večjim številom polarnih 
površin je bila zabeležena tudi povišana tvorba ROS. Poleg omenjenih dejavnikov pa je 
pomemben tudi vpliv številnih nepravilnosti na površini nanostruktur ZnO, ki s svojimi 
reaktivnimi površinami pripomorejo k izboljšani protimikrobni aktivnosti (Sirelkhatim in 
sod., 2015). 
 
Pri vrednotenju protimikrobne učinkovitosti nanodelcev je izrednega pomena tudi njihova 
koncentracija v mediju z bakterijami. Na splošno se protimikrobna aktivnost ZnO povečuje 
z naraščanjem njegove koncentracije. Številne študije opredeljujejo protimikrobno aktivnost 
na podlagi minimalne inhibitorne in minimalne bakteriocidne koncentracije, ki določata 
biostatično oziroma biocidno delovanje. Soodvisnost zmanjšanja števila bakterij in 
koncentracije nanodelcev ZnO je v splošnem logaritemska in je poleg lastnosti nanodelcev 
odvisna tudi od izbire bakterijskih vrst. Koncentracija, pri kateri so nanodelci učinkoviti, pa 
je neposredno odvisna tudi od velikosti delcev (Sirelkhatim in sod., 2015).  
2.1.2.2 Bakterijske vrste 
Učinek protimikrobnega delovanja nanodelcev ZnO je visoko specifičen za posamezne 
bakterijske vrste in njihove seve. Posamezna bakterija lahko s svojimi značilnostmi in 
mehanizmi močno vpliva na učinkovitost izbranega protimikrobnega sredstva. Zaradi 
nestandardizirane uporabe bakterijskih sevov in slabo okarakteriziranih lastnosti 
uporabljenih nanodelcev, pogosto prihaja do kontradiktornih rezultatov med posameznimi 
študijami (Hajipour in sod., 2012). 
 
Večina študij vključuje preučevanje razlik protimikrobne učinkovitosti med po Gramu 
pozitivnimi in po Gramu negativnimi bakterijami. Glavna razlika med njimi je v zgradbi 
celične stene, ki celicam daje obliko in trdnost ter jih varuje pred mehanskim in osmotskim 
stresom. Baek in An (2011) in Azam in sod. (2012) so dokazali, da so na delovanje 
nanodelcev ZnO v splošnem bolj odporne po Gramu negativne bakterije, kot po Gramu 
pozitivne bakterije. Stena gramnegativnih bakterij je sestavljena iz tanke plasti 
peptidoglikana ter zunanje membrane s pripetim debelim slojem lipopolisaharidov, kar 
celicam daje še dodatno zaščito in deluje kot ovira pred vstopom ROS. Pri grampozitivnih 
bakterijah je celična stena sestavljena iz debele plasti peptidoglikana, ki predstavlja tarčo za 
vezavo različnih protimikrobnih sredstev in je razlog za njihovo povišano občutljivost na 
delovanje nanodelcev ZnO (Kumar in sod., 2017). 
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Vzroki za različno občutljivost bakterijskih vrst lahko izvirajo tudi iz drugih lastnosti, kot je 
na primer hitrost rasti. Bakterije z nižjo hitrostjo rasti kažejo povišano toleranco na prisotnost 
nanodelcev, kot tiste z višjo hitrostjo rasti. Vzrok za to je najverjetneje izražanje genov, ki 
so odgovorni za odziv na stres in se izražajo v različnih fazah rasti. Ključnega pomena pri 
odzivu bakterij na nanodelce in druga protimikrobna sredstva, je tudi njihova zmožnost 
tvorbe biofilma. Biofilm je kompleksna združba bakterij, ki na svoji površini izločajo 
številne proteine in zunajcelične polisaharide, s čimer se dobro zaščitijo pred zunanjimi 
vplivi. Poleg navedenih vzrokov ne moremo spregledati tudi razlik v prisotnosti 
znotrajceličnih encimov in antioksidantov, ki omilijo delovanje ROS in v afiniteti celične 
površine z nanodelci ZnO in proizvedenimi ROS (Perez Espitia in sod., 2012). Afiniteta je 
odvisna predvsem od površinskega naboja celične površine, ki je značilna za posamezno 
bakterijsko vrsto in njihove seve. Naboj in hidrofobnost celične površine pomembno 
vplivajo na adhezijo bakterij na preučevan substrat (Kurinčič in sod., 2016). 
2.1.2.3 Tekstilna vlakna 
Morfološke in kemijske lastnosti tekstilnih vlaken pomembno vplivajo na protimikrobno 
aktivnost ZnO, saj je učinkovitost protimikrobnega sredstva neposredno odvisna od 
sposobnosti rasti mikroorganizmov na tekstilnih vlaknih. Na splošno velja, da so naravna 
celulozna, volnena in svilena vlakna ustrezna gojišča za rast tako nekaterih vrst bakterij kot 
gliv, sintetična vlakna pa bolj za bakterije kot glive. Shateri-Khalilabad in Yazdanshenas 
(2013) sta zabeležila rast bakterij vrst S. aureus in K. pneumoniae tako na čistih bombažnih 
vlaknih kot tudi na vlaknih z vključenim ZnO. S tem sta dokazala, da bakterije lahko 
izkoriščajo bombažna vlakna kot vir hranil, delovanje delcev ZnO pa sta opredelila kot 
bakteriostatično.  
 
Stebelna vlakna, ki imajo neenakomerno in hrapavo površino s prisotnimi pregibi, 
premaknitvami in delno odcepljenimi vlakni, omogočajo enostavno adhezijo 
mikroorganizmov. Pritrjeni mikroorganizmi pričnejo tvoriti biofilm, s katerim se zaščitijo 
pred delovanjem nanodelcev ZnO. V tem primeru je za dosego ustreznega zmanjšanja števila 
bakterij potrebna višja koncentracija protimikrobnega sredstva. Adhezija mikroorganizmov 
je manj uspešna, če je površina vlaken gladka.  
 
Na učinkovitost protimikrobnega delovanja ZnO posredno vpliva tudi hidrofilnost vlaken. 
Fiedot Tobola in sod. (2018) so preučevali vezavo nanodelcev ZnO na različna sintetična 
vlakna, in sicer poliamidna, polipropilenska in polietilen tetraftalatna. Zaradi različne 
absorptivnosti vlaken so na njihovih površinah zabeležili različno količino vezanega ZnO. 
Največ ZnO je bilo prisotnega na površini najbolj hidrofilnega poliamida, ki je posledično 
izkazal tudi največjo protimikrobno učinkovitost. Zmanjšanje števila bakterij je bilo 
opaznejše pri bakterijah vrste S. aureus kot pri bakterijah vrste E. coli.  
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Pomemben dejavnik pri vrednotenju protimikrobne učinkovitosti ZnO predstavlja tudi način 
njegovega vezanja na vlakna, porazdelitev in obstojnost na vlaknih. Pri nanosu ZnO na 
tekstilna vlakna obstajajo različni načini, ki se v splošnem delijo na metode in situ in ex situ. 
Pri metodah in situ gre za enostopenjski proces, kjer se nanodelci ZnO ob prisotnosti 
prekurzorjev, kot na primer cinkov acetat, tvorijo neposredno na vlaknih. Pri tem je v 
zadnjem času v ospredju uporaba zelene tehnologije sinteze nanodelcev, ki temelji na 
zmanjšanju porabe kemikalij in njihovem nadomeščanju z ekstrakti različnih rastlin, ki 
služijo kot reducenti in stabilizatorji (Kartkih in sod., 2017). Prednost enostopenjskega 
procesa je predvsem v močnejših povezavah med vlakni in nanodelci ter višji pralni 
obstojnost ZnO, zaradi česar so vlakna protimikrobno aktivna tudi po večkratnem pranju. 
Kljub omenjenim prednostim enostopenjskih procesov, v svetu še vedno prevladujejo 
dvostopenjski procesi, ki so kompleksnejši in zamudnejši, saj zahtevajo predhodno sintezo 
ZnO ter njihovo vezavo na vlakna. Sintetizirani nanodelci ZnO se na površino vlaken 
razpršeno vežejo s fizikalnimi povezavami, pri kemijskem predenju vlaken pa se ZnO 
vključi že v samo predilno maso, s čimer se zmanjša problem aglomeracije delcev na 
površini vlaken (d' Agua in sod., 2017). Obetavno področje v prihodnosti predstavljajo tudi 
polimerni nanokompoziti na osnovi ZnO, predvsem zaradi odličnih optičnih, termičnih, 
mehanskih, katalitičnih in biomedicinskih lastnosti (Ponnamma in sod., 2019). 
2.2 BIORAZGRADNJA 
Biorazgradnja tekstilnih vlaken je proces postopne encimatske razgradnje organskih 
makromolekul na preprostejša hranila, ki jih za svojo rast in razmnoževanje izkoriščajo 
številni mikroorganizmi, prisotni na tekstilnem substratu. Med njimi so zagotovo 
najpomembnejše glive, ki povzročijo razpad tako naravnih kot tudi sintetičnih tekstilnih 
vlaken. Poleg pozitivnih učinkov procesa biorazgradnje, kot na primer razpad odpadnih 
tekstilij v naravi ter zagotovitev hranil in energije za nadaljnje biološke procese, lahko proces 
biorazgradnje povzroči tudi številne nevšečnosti (Sülar in sod., 2019).  
 
Postopno razpadanje tekstilij v uporabi povzroči nezaželene spremembe iz funkcionalnega, 
estetskega in higienskega vidika, saj se na tekstilijah lahko pojavijo obarvani madeži in 
neprijetne vonjave, poleg tega pa se poslabšajo tudi mehanske lastnosti, kot so elastičnost, 
pretržna sila in pretržni raztezek vlaken (Tomšič in sod., 2011). Stopnja biorazgradnje 
posameznih tekstilij se ocenjuje na podlagi vizualnih sprememb, izgube mase tekom zakopa 
v humusni ilovici ter sprememb v kemijski strukturi in morfologiji vlaken (Sülar in sod., 
2019). 
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2.2.1 Mehanizem razgradnje celuloznih vlaken 
Mehanizem razgradnje je specifičen za vsako posamezno vrsto vlaken posebej in je odvisen 
od njihove zgradbe in lastnosti udeleženih mikroorganizmov. Predpogoj za začetek procesa 
biorazgradnje je pričvrstitev mikroorganizma na površino tekstilnih vlaken. Adhezija 
mikroorganizmov je neposredno odvisna od njihovih lastnosti, kot so velikost celice, 
prisotnost izrastkov, gibljivost celice in površinski naboj ter od lastnosti substrata in vodne 
faze, kot so hidrofobnost oziroma hidrofilnost, površinski naboj, ionska jakost in prisotnost 
ogljika, ki ga mikroorganizmi lahko asimilirajo. Po pričvrstitvi mikroorganizmov le-ti 
začnejo sproščati encime, ki s katalizo reakcij oksidacije in hidrolize začnejo cepiti 
kompleksne molekule do preprostejših (Simončič in Tomšič, 2010). Pri razgradnji 
celuloznih vlaken, tako naravnih kot tudi kemičnih, so ključnega pomena glive rodov 
Chaetomium, Myrothecium, Memnoniella, Stachybotrys, Verticillium, Alternaria, 
Trichoderma, Penicillium in Aspergillus ter bakterije rodov Cytophaga, Cellulomonas, 
Cellvibrio, Bacillus, Clostridium in Sporocytophaga. Tekom biorazgradnje na celulozni 
substrat delujejo tri ključne skupine hidrolitičnih encimov, ki privedejo do cepitve celuloze 
do osnovnih glukoznih enot, ki jih mikroorganizmi izkoriščajo kot hranilo. Prva skupina 
encimov so endoglukanaze, ki naključno cepijo 1,4,-β-glikozidno vez v amorfnem delu 
celuloze. Druga skupina encimov so celobiohidrolaze, ki cepijo celobiozne molekule iz 
nereducirajočih koncev celuloze. Zadnjo skupino hidrolitičnih encimov, ki pri aerobnih 
mikroorganizmih sodelujejo pri razgradnji celuloze, predstavljajo β–glikozidaze, ki cepijo 
celobioze in oligosaharide do glukoznih enot (Szostak-Kotowa, 2004). 
2.2.2 Vpliv dejavnikov na proces biorazgradnje 
Hitrost in stopnja biorazgradnje sta odvisni od lastnosti vlaken, okoljskih dejavnikov in 
prisotnosti mikrobne flore. Na splošno velja, da imajo naravna celulozna vlakna mnogo višjo 
stopnjo biorazgradnje kot sintetična vlakna. Razlog je predvsem v zgradbi sintetičnih vlaken, 
ki v svoji strukturi ne vsebujejo kompleksnih skupin z dušikovimi in kisikovi atomi, kar je 
pogoj za začetek oksidacije ali hidrolize in s tem povezane encimske razgradnje vlaken 
(Szostak-Kotowa, 2004).  
 
Biorazgradnja je v veliki meri odvisna od kemijskih in fizikalnih lastnosti vlaken, med 
katerimi so najpomembnejše naslednje: delež kristaliničnosti, stopnja polimerizacije, 
molekulska masa in hidrofilnost oziroma hidrofobnost vlaken. Park in sod. (2004) so 
dokazali, da se amorfni deli celuloznih vlaken veliko lažje in hitreje razgradijo kot 
kristalinični deli, kjer so molekule bolj urejene in je dostop encimov posledično otežen. 
Hitrost biorazgradnje se v splošnem zmanjšuje s povečevanjem molekulske mase in stopnje 
polimerzacije vlaken, razgradnja pa je hitrejša pri bolj hidrofilnih vlaknih, ki lahko v sebi 
zadržijo večjo količino vlage in s tem omogočajo ugodne razmere za obstoj 
mikroorganizmov (Simončič in Tomšič, 2010). Stopnja biorazgradnje končnih tekstilnih 
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izdelkov je odvisna tudi od njihove debeline, debeline niti in prisotnosti različnih barvil, 
pigmentov, apreturnih in tekstilih pomožnih sredstev, ki lahko upočasnijo ali celo pospešijo 
proces biorazgradnje (Szostak-Kotowa, 2004). 
 
Pri procesu biorazgradnje so velikega pomena okoljski dejavniki, ki vplivajo na prisotnost 
mikroorganizmov, ki so zmožni razgradnje organskega substrata, njihova rast pa je odvisna 
tudi od fizioloških in biokemijskih lastnosti ter dostopnosti hranil v okolju (Szostak-Kotowa, 
2004). Ključni okoljski parametri, ki določajo stopnjo biorazgradnje so temperatura, pH, 
relativna vlažnost okolja, prisotnost kisika in UV svetlobe, ki povzroči oksidacijsko 
depolimerizacijo polimernih vlaken. Znano je, da so mikroorganizmi v splošnem aktivnejši 
pri višjih temperaturah in višjih odstotkih vlažnosti (Park in sod., 2004). Na biorazgradnjo 
tekstilnih vlaken vpliva prisotnost protimikrobnih sredstev. Tomšič in sod. (2017) in Primc 
in sod. (2016) so ugotovili, da nanos kovinskih oksidov TiO2 in ZnO nekoliko upočasni 
proces biorazgradnje celuloznih vlaken v prvih dneh zakopa vzorcev v humusno ilovico, po 
daljšem času zakopa pa razlike v stopnji biorazgradnje vzorcev brez in z nanesenimi 
kovinskimi oksidi niso bile značilne. Ob prekomernem izkoriščanju protimikrobnih sredstev 
ni zanemarljiv tudi okoljski vidik, predvsem pri vplivu na rastlinske vrste, ki protimikrobna 
sredstva absorbirajo in akumulirajo. Pri tem so bili zabeleženi tako pozitivni kot tudi 
negativni vplivi prisotnosti nanodelcev ZnO na kalitev, rast, dolžino poganjkov in korenin 
ter metabolizem različnih rastlinskih vrst. Vpliv nanodelcev je odvisen tako od lastnosti 
rastline kot tudi od lastnosti nanodelcev ZnO (Singh in sod., 2017). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 POTEK DELA 
Eksperimentalni del je potekal v dveh delih. Kot izhodiščni material smo uporabili mešanice 
celuloznih vlaken, kot sta lan in viskoza, v kombinaciji z različnim deležem protimikrobnih 
vlaken liocel z vgrajenim ZnO. V prvem delu smo po pripravi tekstilnih vzorcev izvedli 
mikrobiološke teste, ki so obsegali protimikrobne teste po standardu ASTM E 2149-01 
(2001) ter teste adhezije bakterij na tekstilna vlakna. Uporabili smo bakterije vrst 
Staphylococcus aureus in Escherichia coli in ugotavljali zmanjšanje števila bakterij v 
odvisnosti od deleža protimikrobnih vlaken v mešanici. Naknadno smo izvedli tudi test 
adhezije in opazovali pritrjene bakterije z vrstičnim elektronskim mikroskopom (SEM). 
Mešanice vlaken, ki so dosegle ustrezno zmanjšanje števila bakterij, smo v drugem delu 
eksperimenta zakopali v humusno ilovico in preučevali biorazgradnjo vlaken. Po določenih 
časovnih intervalih smo vzorce izkopali ter izvedli nadaljnje analize, kot so merjenje mase, 
mikroskopska in spektroskopska analiza površine vlaken. Vse rezultate smo primerjali s 
kontrolnimi vzorci brez prisotnih protimikrobnih vlaken liocel, ki smo jih zakopali pod 
enakimi pogoji. Po zaključku preiskav smo želeli preveriti še morebitno kontaminacijo 
humusne ilovice z ZnO. Vzorce ilovice, kjer so bili zakopani vzorci, smo prenesli v lončke, 
vanje posejali semena gorčice in opazovali rast kalčkov. Potek eksperimentalnega dela je 
shematsko prikazan na sliki 1. 
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Slika 3: Shematski prikaz osnovnih korakov eksperimentalnega dela. 
3.2 MATERIAL 
3.2.1 Tekstilna vlakna, bakterije in mikrobiološka gojišča 
Uporabili smo tri vrste tekstilnih vlaken, in sicer lan (LI, Liniere de Saint Martin, Francija), 
viskozo (CV, Lenzing, Avstrija) in liocel z vgrajenim ZnO (CLY, Smart Fiber AG, Nemčija) 
s protimikrobnim delovanjem.  
Uporabili smo bakterijski sev Staphylococcus aureus ATCC 25923 (ŽMJ72) in bakterijski 
sev Escherichia coli ATCC11229 (ŽM370). 
Po navodilih proizvajalca smo za izvedbo eksperimentalnega dela pripravili naslednja 
mikrobiološka gojišča: 
- gojišče hranljivi agar (angl. Nutrient agar (NA), Biolife, 4018102, Milano, Italija); 
- gojišče hranljivi bujon (angl. Nutrient broth (NB), Oxoid, CM0067, Basingstoke, 
Anglija). 
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3.2.2 Kemikalije in laboratorijska oprema 
V raziskavi smo uporabili naslednje kemikalije: 
- fiziološka raztopina (0,9 %, NaCl, Merck, 1.06404.1000, Darmstadt, Nemčija),   
- etanol (70 % in 96 %, Itrij, Slovenija), 
- destilirana voda. 
 
Seznam uporabljene laboratorijske opreme je prikazan v preglednici 1. 
Preglednica 1: Uporabljena laboratorijska oprema. 
Aparat Oznaka in proizvajalec 
Avtoklav Sutjeska, tip 500 x 700, Srbija 
Inkubator Kambič, tip I-115 C, Slovenija 
Mikrovalovna pečica Sanyo, Shower Wave 1300, Japonska 
Vrtinčni mešalnik Yellowline TTS2, tip T, Nemčija 
Digitalna tehtnica Mettler toledo, tip PB 1502-S/A, Švica 
Stresalnik Thermo Scientific, Compact digital, ZDA 
Vodna kopel Kambič, WB-30, Slovenija 
Brezprašna komora Iskra, Slovenija 
Spektrofotometer Perkin Elmer, Lambdo Bio+, ZDA 
Ultrazvočna kopel Iskra PIO d.o.o., Sonis10, Slovenija 
Gnetilnik Seward, Stomacher 400, tip BA 7021, Anglija 
Sušilnik Elektromedicina, tip SO-250, Slovenija 
 
Poleg navedene opreme smo uporabili tudi pipete (Gilson), nastavke za pipete (Gilson), 
plastične petrijevke (Golias labortehnika) in vrečke za gnetilnik (Golias labortehnika). 
3.3 METODE 
3.3.1 Analiza vlaken liocel z vgrajenim ZnO 
Koncentracijo cinka v vlaknih CLY smo določili z masno spektroskopijo z induktivno 
sklopljeno plazmo (ICP-MS) na spektrofotometru Perkin Elmer SCIED Elan DRC. Vzorec 
velikosti 0,5 g smo pripravili v mikrovalovnem sistemu Milestone s kislinsko dekompozicijo 
s 60 % dušikovo kislino (HNO3) in 30 % vodikovim peroksidom (H2O2). 
 
Količino izluženega cinka iz vlaken CLY v gojišče med eksperimentom smo določili tako, 
da smo 1 g vlaken potopili v erlenmajerico z gojiščem NB in določili vsebnost izluženega 
cinka po 1 h in 24 h stresanja na stresalniku. Vsebnost ZnO smo določili z masno 
spektroskopijo z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS). 
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3.3.2 Mikrobiološki testi 
3.3.2.1 Priprava vzorcev mešanic vlaken in bakterijskega inokuluma 
Za izvedbo mikrobioloških testov smo pripravili vzorce mešanic vlaken, v katerih smo 
povečevali koncentracijo vlaken CLY z vgrajenim ZnO, ob ustreznim zniževanju 
koncentracije vlaken CV. Koncentracijo lanu smo ohranili nespremenjeno. Za vsak vzorec 
mešanice vlaken smo najprej izračunali ustrezno komponentno sestavo, nato posamezna 
vlakna stehtali in združili v vzorec s končno maso 1,0 ± 0,1 g. Poleg vzorcev s 
protimikrobnim delovanjem, smo pripravili tudi kontrolne vzorce brez vlaken CLY. Vse 
vzorce smo za potrebe eksperimenta pripravili v dveh paralelkah. V preglednici 2 so 
predstavljene oznake vzorcev in njihova sestava.  
Preglednica 2: Oznake vzorcev mešanic vlaken in njihova sestava. 
Vzorec cCLY (%) cCV (%) cLI (%) 
K 0 70 30 
CLY(15) 15 55 30 
CLY(20) 20 50 30 
CLY(25) 25 45 30 
CLY(30) 30 40 30 
CLY(55) 55 15 30 
CLY(70) 70 0 30 
CLY(100) 100 0 0 
CV(100) 0 100 0 
LI(100) 0 0 100 
Legenda: K: kontrolni vzorec brez protimikrobnih vlaken, CLY: protimikrobna vlakna liocel, CV: viskozna 
vlakna, LI: lanena vlakna. 
 
Bakterijska seva E. coli in S. aureus sta bila pred začetkom eksperimenta shranjena v 
hladilniku, zato smo v prvi fazi precepili po eno bakterijsko kolonijo na sveže gojišče NA. 
Po 24 h inkubaciji pri 37 °C smo na plošči opazili značilne bakterijske kolonije. Izbrali smo 
kolonijo in jo s cepilno zanko aseptično prenesli v 9 ml tekočega gojišča NB v epruveti. 
Epruveto smo premešali na vrtinčnem mešalniku in inkubirali 18 h pri 37 °C pri 100 
obr./min. Po inkubaciji smo izmerili optično gostoto pri 600 nm in kulturo razredčili z 
gojiščem NA tako, da smo izmerili vrednost OD 0,1. Glede na predhodne določitve števila 
bakterij z metodo štetja kolonij na gojišču NA, smo predvideli da je koncentracija kulture 
približno 107 CFU/ml. 
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3.3.2.2 Protimikrobni testi 
V predhodnih raziskavah smo preizkusili različne protimikrobne teste, kot sta absorpcijska 
metoda po standardu SIST EN ISO 20743:2007 in ugotavljanje cone inhibicije vlaken CV 
in protimikrobnih vlaken CLY na trdnih gojiščih. Absorpcijska metoda se je v našem 
primeru izkazala kot neprimerna, saj smo na posamezne vzorce odpipetirali majhno količino 
bakterijske suspenzije, ki pa zaradi slabe homogenosti vzorcev v nekaterih primerih ni prišla 
v stik s protimikrobnimi vlakni. Zaradi nizke ponovljivost smo metodo opustili. Prav tako 
smo opustili metodo ugotavljanja cone inhibicije, kjer je glavno oviro predstavljal tekstilni 
substrat. Vlakna smo s težavo oblikovali v pravilne diske, poleg tega pa smo imeli tudi težave 
pri odčitavanju rezultatov na ploščah. 
Kot glavno eksperimentalno metodo smo uporabili standardni test ASTM E 2149-01 (2001), 
ki temelji na določanju protimikrobne aktivnosti vezanih delcev ZnO pod dinamičnimi 
pogoji. Pri tem je vzorec za določen čas v celoti potopljen v bakterijski suspenziji. Na 
podlagi spremembe števila bakterij med začetnim in končnim stanjem v suspenziji, smo po 
enačbah (7) in (8) izračunali zmanjšanje števila bakterij glede na kontrolni vzorec in glede 
na začetni čas.  
𝑅𝐾 =
𝐷−𝐴
𝐷
× 100 (%)                          … (7) 
R0 =
𝐵−𝐴
𝐵
× 100 (%)                          … (8) 
 
RK….zmanjšanje števila bakterij glede na kontrolni vzorec (%) 
R0…zmanjšanje števila bakterij glede na začetni čas (%) 
A….število bakterij v erlenmajerici po 2 h inkubaciji ob prisotnosti protimikrobnega vzorca (CFU/ml) 
B….število bakterij v erlenmajerici ob začetnem času, pred dodatkom vzorca (CFU/ml) 
D….število bakterij v erlenmajerici po 2 h inkubaciji ob prisotnosti kontrolnega vzorca (CFU/ml) 
Za potrebe našega eksperimenta smo v standardu izvedli naslednje modifikacije. Namesto v 
pufrski raztopini KH2PO4 smo test izvedli v gojišču NB. S to modifikacijo je bilo omogočeno 
primerjanje rezultatov s predhodnim testom SIST EN SIO 20741:2007, ki smo ga izvedli v 
enakem gojišču.  
Poleg tega smo kontaktni čas podaljšali za eno uro, s čimer smo dosegli učinkovitejše 
sproščanje ZnO v gojišče NB. Shematski prikaz eksperimenta je prikazan na sliki 2. 
V prvem delu testiranj smo preizkusili učinkovitost 100 % vlaken CLY, v nadaljevanju pa 
smo uporabili različne mešanice tekstilnih vlaken (preglednica 2). 
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Slika 4: Shematski prikaz protimikrobnega testa po standardu ASTM E 2149 (2001). 
3.3.2.3 Test rasti in adhezije bakterij na tekstilnih vlaknih 
Za ugotovitev rasti bakterij na vlaknih CV in LI, smo izvedli modificirani standardni test 
ASTM E 2149-01 (2001) in določili število bakterij v različnih časovnih intervalih. V začetni 
fazi smo pripravili pet 250 ml erlenmajeric. V prvi dve smo dodali 1 g vlaken LI, v drugi 
dve 1 g vlaken CV, zadnja pa je ostala prazna. Erlenmajerice smo pokrili z aluminijasto 
folijo in avtoklavirali 15 min pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bar.  
Naslednji dan smo vlakna iz erlenmajeric prenesli v sterilne petrijevke, v vse erlenmajerice 
pa dodali 50 ml fiziološke raztopine in 500 μl bakterijskega inokuluma (3.3.1.1). Iz 
erlenmajeric smo odvzeli 100 μl suspenzije, pripravili ustrezne redčitve in na podlagi štetja 
bakterijskih kolonij na ploščah določili začetno število bakterij v suspenziji. V štiri 
erlenmajerice smo nato dodali posamezne vrste vlaken iz sterilnih petrijevk in vse 
erlenmajerice vpeli v stresalnik. Erlenmajerica brez vzorca vlaken je predstavljala rast 
inokuluma v fiziološki raztopini. Po 1 h, 2 h in 24 h smo ponovno odvzeli 100 μl suspenzije 
iz vsake erlenmajerice, določili število bakterij in izrisali rastne krivulje.  
Ker smo sklepali, da bi adhezija bakterij na tekstilni substrat lahko vplivala na izračun 
parametrov R0 in RK, smo v nadaljevanju želeli določiti tudi stopnjo adhezije. Po 24 h 
stresanja in določitvi števila bakterij v suspenziji smo celotno vsebino erlenmajeric skupaj z 
vlakni prenesli v gnetilne vrečke. S pomočjo laboratorijskega gnetilnika smo vsebino vrečk 
homogenizirali 2 min pri najvišji hitrosti. Vrečke smo nato prenesli v ultrazvočno kopel ter 
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inkubirali 10 min. Po inkubaciji smo iz vrečk odvzeli 100 μl suspenzije za ponovno določitev 
števila bakterij na ploščah. Celoten test smo ponovili za obe vrsti bakterij in izrisali grafično 
primerjavo med tretiranimi in netretiranimi vzorci po 24 h stresanja. 
Po izvedenem testu smo koščke posameznih vlaken osušili in jih pripravili na analizo pod 
mikroskopom SEM Ultra+ (Zeiss, Germany), opremljenim s spektrometrom rentgenskih 
žarkov X-Max 50 (Oxford, UK) (slika 3). Posamezna posušena vlakna smo previdno 
prenesli na kovinske nosilce, fiksirali s srebrovo pasto in v končni fazi naparili s platino. 
Slikovno analizo, oziroma pregled vzorcev, smo izvajali pri nizkih pospeševalnih napetostih 
primarnega elektronskega snopa (1kV @ 40pA) z detekcijo sekundarnih elektronov. 
 
 
Slika 5: Analiza z visoko zmogljivim vrstičnim elektronskim mikroskopom. 
3.3.3 Biorazgradnja v humusni ilovici 
3.3.3.1 Priprava tekstilnih vzorcev in zakop v humusno ilovico 
V prvi fazi smo izračunali ustrezno komponentno sestavo mešanice in stehtali posamezna 
vlakna do skupne mase 15,0 ± 0,1 g. Vlakna smo med seboj premešali s pomočjo mešalne 
naprave (Shirley trash analyzer, Ikon Industries, Indija) in s tem tudi odstranili tudi nečistoče 
v lanenih vlaknih. Za dosego čim boljše homogenosti mešanice, smo mešanje ponovili 
večkrat zapored. Homogen material v obliki rahle koprene smo naložili v modelček dimenzij 
24 cm x 21 cm in s pomočjo spon stisnili med lesene plošče (slika 4). Po 7 dneh smo 
odstranili spone in stisnjene mešanice ovili v plastično mrežo. Izbrane mešanice smo za 
potrebe testa biorazgradnje pripravili v petih paralelkah, poleg tega pa smo v eni paralelki 
pripravili tudi 100 % vlakna CV, LI in CLY. 
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Slika 6: Priprava tekstilnih vzorcev: a) mešanje vlaken s pomočjo mešalne naprave, b) obtežitev koprene med 
leseni plošči. 
Zakop v humusno ilovico smo izvedli po standardu SIST EN ISO 11721-1:2001. Gredo z 
vlažno humusno ilovico smo razdelili na posamezna področja, kamor smo zakopali vzorce. 
Območje zakopa smo prekrili s folijo in področja z vzorci označili s tablicami (slika 5).  Po 
določenem času smo izkopali po en vzorec vsake mešanice in ga pripravili na nadaljnje 
analize. V prvi fazi je sledilo spiranje vzorcev pod tekočo vodo in nato še 30 minutno 
namakanje v 70 % etanolu. Vzorce smo čez noč posušili na sobni temperaturi in jim 
odstranili plastično mrežo. Fotografije nezakopanih in zakopanih vzorcev smo posneli s 
pomočjo optičnega bralnika. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 7: Izvedba zakopa vzorcev mešanic: a) zakop vzorcev v humusno ilovico, b) označba grede s tablicami. 
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3.3.3.2 Merjenje izgube mase po zakopu 
Da bi ugotovili delež razgrajenih vlaken, smo posamezne vzorce pred in po zakopu stehtali 
s pomočjo digitalne tehtnice. Iz pridobljenih podatkov smo po enačbi (9) izračunali delež 
izgube mase posameznih vzorcev in izrisali grafično primerjavo. 
 
𝐷𝑚 =
(𝑚𝑧−𝑚𝑘)
𝑚𝑧
× 100 (%)                                    … (9) 
 
Dm….delež izgube mase vzorcev (%) 
mz….masa vzorcev pred zakopom v humusno ilovico (g) 
mk….masa vzorcev po izkopu (g) 
3.3.3.3 Mikroskopska analiza 
Morfološke lastnosti vlaken pred in po zakopu v humusno ilovico smo preučili z 
mikroskopijo SEM na mikroskopu JEOL JSM 6060 LV (JEOL, Japonska). Pred 
mikroskopiranjem smo koščke vzorcev prilepili na kovinske nosilce in jih napršili s tanko 
plastjo zlata ter s tem zagotovili njihovo prevodnost. Pod mikroskopom smo preučili vse tri 
različne mešanice po 10 in po 30 dneh zakopa v humusni ilovici. 
3.3.3.4 Spektroskopska analiza 
Kemijske spremembe vlaken pred in po zakopu v humusno ilovico smo preučili z infrardečo 
spektroskopijo s Fourierjevo transformacijo (FTIR) na spektrofotometru Spectrum GX 
(Perkin Elmer, Velika Britanija), z uporabo tehnike ATR (Attenuated Total Reflection). 
Spektre smo posneli v območju valovnih števil od 4000 do 600 cm-1, vsak spekter pa je 
predstavljal povprečje šestnajstih spektrov. Preučili smo vzorce K, CLY(25) in CLY(70) po 
vseh izbranih časih zakopa. 
3.3.3.5 Ugotavljanje stopnje kontaminacije humusne ilovice 
V končni fazi eksperimenta smo želeli preučiti tudi morebiten vpliv zakopanih vzorcev na 
kontaminacijo humusne ilovice. Vzorce ilovice, ki so bili v neposrednem stiku z vzorci K 
(vzorec ilovice HI/K), CLY(25) (vzorec ilovice HI/CLY(25)) in CLY(70) (vzorec ilovice 
HI/CLY(70)) smo po 50 dneh zakopa prenesli v označene plastične lončke in vanje posejali 
50 semen gorčice. Poleg tega smo semena posejali tudi v humusno ilovico, ki ni bila v stiku 
z nobenim od vzorcev (vzorec ilovice HI/R). Lončke smo dobro navlažili in postavili na 
okensko polico. Po 14 dneh smo prešteli vzklile poganjke. 
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Slika 8: Sejanje semen gorčice v vzorce humusne ilovice. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: HI/K: vzorec humusne ilovice, odvzet s površine vzorca K, HI/CLY(25): vzorec humusne ilovice, 
odvzet s površine vzorca CLY(25), HI/CLY(70): vzorec humusne ilovice, odvzet s površine vzorca CLY(70), 
HI/R: vzorec humusne ilovice, ki ni bil v stiku z nobenih od vzorcev. 
Slika 9: Primerjava števila zraslih kalčkov v humusni ilovici, ki ni bila (HI/R), oziroma je bila v stiku z 
zakopanimi vzorci mešanice vlaken K, CLY(25) in CLY(70). 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
4.3 DOLOČITEV VSEBNOSTI IN AKTIVNOSTI CINKA V VLAKNIH LIOCEL 
Koncentracijo Zn (cZn) v vlaknih CV in CLY smo preučili z metodo ICP-MS. Z isto metodo 
smo preučili tudi koncentracijo izluženega Zn (cizl) iz vlaken CLY v gojišče NB po 1 h in 24 
h stresanja na stresalniku. Rezultati so prikazani v preglednici 3. 
Preglednica 3: Rezultati analize tekstilnih vlaken z metodo ICP-MS. 
Vzorec cZn (mg/kg) 
cizl (mg/l) 
t = 1 h t = 2 h 
CV(100) 72 / / 
CLY(100) 120000 101,7 138,4 
Legenda: cZn: koncentracija Zn v vlaknih, cizl: koncentracija izluženega Zn v gojišče, CV(100): 100 % viskozna 
vlakna, CLY(100): 100 % protimikrobna vlakna liocel. 
Rezultati preizkusa so potrdili visoko vsebnost Zn v vlaknih CLY, v primerjavi s kontrolnimi 
vlakni CV. Dokazali smo tudi, da se Zn med stresanjem na stresalniku izluži iz vlaken liocel 
v tekoče gojišče. S tem je omogočen stik cinkovih nanodelcev s površino bakterijskih celic 
in nadaljnji toksični mehanizmi delovanja. Na podlagi omenjenih rezultatov smo kot glavno 
metodo ugotavljanja protimikrobne aktivnosti izbrali dinamično metodo po standardu 
ASTM E 2149-01 (2001). 
4.4 PROTIMIKROBNI TESTI 
Z metodo štetja bakterijskih kolonij na gojišču smo pridobili podatke o številu bakterij na 
začetku preizkusa in po stresanju v prisotnosti vzorca vlaken. Rezultati so zbrani v 
preglednicah 4 in 5. 
Preglednica 4: Število bakterij, N, po 0 h in 1 h inkubacije brez in v prisotnosti vzorcev CV(100) in 
CLY(100). 
Vzorec 
N (CFU/ml) 
E. coli S. aureus 
t = 0 h t = 1 h t = 0 h t = 1 h 
IN 7,60 x 105 2,05 x 106 2,36 x 105 8,30 x 105 
CV(100) 
7,10 x 105 1,62 x 106 2,72 x 105 6,50 x 105 
7,25 x 105 2,03 x 106 2,57 x 105 5,05 x 105 
CLY(100) 
7,45 x 105 2,79 x 105 2,38 x 105 2,17 x 104 
6,90 x 105 2,65 x 105 3,00 x 105 2,42 x 104 
 
Legenda: N: število bakterij, IN: bakterijski inokulum, CV(100): 100 % viskozna vlakna, CLY(100): 100 % 
protimikrobna vlakna liocel. 
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V prvem delu izvajanja protimikrobnih testov smo spremljali zmanjšanje števila bakterij vrst 
E. coli in S. aureus v prisotnosti vzorca CLY(100). Kot kontrolni vzorec smo v tem primeru 
uporabili vzorec CV(100). Rezultati zmanjšanja števila bakterij po 1 h stresanja so 
predstavljeni na sliki 10. 
 
Preglednica 5: Število bakterij, N, po 0 h in 2 h inkubacije v prisotnosti vzorcev mešanic vlaken. 
 
Vzorec 
N (CFU/ml) 
E. coli S. aureus 
t = 0 h t = 2 h t = 0 h t = 2 h 
IN(15) 6,38 x 105 3,35 x 106 2,52 x 105 3,00 x 105 
K(15) 6,13 x 105 3,03 x 106 2,26 x 105 5,20 x 105 
7,95 x 105 2,98 x 106 2,44 x 105 6,75 x 105 
CLY(15) 5,25 x 105 7,35 x 105 2,51 x 105 3,20 x 105 
8,83 x 105 1,44 x 106 2,28 x 105 2,77 x 105 
IN(20) 5,65 x 105 1,82 x 106 2,32 x 105 3,60 x 105 
K(20) 5,70 x 105 1,49 x 106 2,70 x 105 7,25 x 105 
6,70 x 105 1,68 x 106 2,36 x 105 5,00 x 105 
CLY(20) 5,55 x 105 8,30 x 105 2,66 x 105 3,30 x 105 
3,95 x 105 5,45 x 105 2,65 x 105 3,45 x 105 
IN(25) 8,08 x 105 3,90 x 106 1,50 x 105 2,15 x 105 
K(25) 7,55 x 105 2,83 x 106 2,10 x 105 4,03 x 105 
8,88 x 105 2,59 x 106 1,58 x 105 4,93 x 105 
CLY(25) 6,13 x 105 4,10 x 105 2,07 x 105 2,81 x 105 
1,04 x 106 3,70 x 105 1,39 x 105 2,16 x 105 
IN(30) 8,38 x 105 3,33 x 106 / 6,80 x 105 
K(30) 8,00 x 105 2,39 x 106 2,37 x 105 6,50 x 105 
8,88 x 105 2,59 x 106 2,37 x 105 9,10 x 105 
CLY(30) 7,78 x 105 5,18 x 105 2,64 x 105 3,05 x 105 
8,98 x 105 3,63 x 105 2,63 x 105 2,53 x 105 
IN(55) 7,10 x 105 2,70 x 106 1,85 x 105 2,38 x 105 
K(55) 8,65 x 105 2,20 x 106 1,95 x 105 4,65 x 105 
9,00 x 105 2,48 x 106 2,07 x 105 3,90 x 105 
CLY(55) 7,85 x 105 2,60 x 105 1,86 x 105 2,76 x 105 
7,45 x 105 2,80 x 105 1,87 x 105 2,30 x 105 
IN(70) 8,05 x 105 2,40 x 106 1,93 x 105 2,54 x 105 
K(70) 7,45 x 105 2,26 x 106 2,07 x 105 4,10 x 105 
8,15 x 105 1,93 x 106 2,20 x 105 4,05 x 105 
CLY(70) 7,55 x 105 2,47 x 105 1,99 x 105 3,50 x 105 
7,40 x 105 2,11 x 105 1,64 x 105 2,70 x 105 
Legenda: N: število bakterij, IN: bakterijski inokulum (številka v oklepaju označuje vzorec CLY, kateremu 
pripada inokulum IN), K: kontrolni vzorec brez protimikrobnih vlaken (številka v oklepaju označuje vzorec 
CLY, kateremu pripada vzorec K), CLY: vzorec mešanice vlaken z vključenimi protimikrobnimi vlakni CLY. 
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Legenda: RK: zmanjšanje števila bakterij glede na kontrolni vzorec CV(100), R0: zmanjšanje števila bakterij 
glede na začetni čas, CV(100): 100 % viskozna vlakna, CLY(100): 100 % protimikrobna vlakna liocel. 
Slika 10: Zmanjšanje števila bakterij, RK oziroma R0, vrst E. coli in S. aureus po 1 h stresanja v prisotnosti 
vzorca CLY(100).  
Z grafično primerjavo smo ugotovili, da je zmanjšanje števila bakterij višje pri bakterijah 
vrste S. aureus kot pri bakterijah vrste E. coli. Rezultati so pričakovani in v skladu s 
predhodnimi študijami, saj so grampozitivne bakterije zaradi zgradbe celične stene v 
splošnem bolj občutljive na delovanje nanodelcev ZnO (Kumar in sod., 2017).  
Na podlagi podatkov iz preglednic 4 in 5 smo po enačbi (10) izračunali razliko med končnim 
in začetnim številom bakterij za inokulum, kontrolne in protimikrobne vzorce.  
𝑁 = 𝑁𝑡=2 − 𝑁𝑡=0                            … (10) 
 
N…….razlika med končnim in začetnim številom bakterij (CFU/ml) 
Nt=2….število bakterij po 2 h inkubaciji brez oziroma v prisotnosti vzorcev tekstilnih vlaken (CFU/ml) 
Nt=0….število bakterij ob začetnem času (CFU/ml) 
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Grafa rasti bakterij vrst E. coli in S. aureus sta predstavljena na slikah 11 in 12. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: N: število bakterij, K: kontrolni vzorec brez protimikrobnih vlaken, CLY: vzorec s prisotnimi 
protimikrobnimi vlakni liocel od 15 % do 70 %. Številka na vodoravni osi označuje vzorec CLY, kateremu 
pripadata inokulum in vzorec K. 
Slika 11: Število bakterij, N, vrste E. coli  po 2 h inkubacije v inokulumu in v prisotnosti vzorcev K in CLY. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: N: število bakterij, K: kontrolni vzorec brez protimikrobnih vlaken, CLY: vzorec s prisotnimi 
protimikrobnimi vlakni lioceol od 15 % do 70 %. Številka na vodoravni osi označuje vzorec CLY, kateremu 
pripadata inokulum in vzorec K. 
Slika 12: Število bakterij, N, vrste S. aureus  po 2 h inkubacije v inokulumu in v prisotnosti vzorcev K in 
CLY. 
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S spremljanjem rasti bakterij vrste E. coli smo ugotovili, da je bilo število bakterij najvišje 
samem inokulumu (slika 11). Rast ob prisotnosti protimikrobnih vzorcev tekstilnih vlaken 
je slaba in se pričakovano znižuje skladno s povečevanjem koncentracije vlaken CLY. 
 
Število bakterij vrste S. aureus je bilo najvišje v prisotnosti kontrolnih vzorcev (slika 12). 
Na podlagi tega lahko sklepamo, da tekstilni substrat za bakterije vrste S. aureus predstavlja 
vir hranil, oziroma omogoča ugodne razmere za njihovo razmnoževanje. Iz slike 12 je 
razvidno tudi, da zviševanje koncentracije protimikrobnih vlaken CLY ni zavrlo rasti 
bakterij vrste S. aureus tudi pri vzorcu s 70 % protimikrobnih vlaken, saj se je število bakterij 
po dveh urah inkubacije v prisotnosti vzorca CLY(70) zvišalo glede na začetni čas. Ti 
rezultati so v nasprotju z rezultati predstavljenimi v preglednici 4, iz katerih je jasno 
razvidno, da se je število bakterij v prisotnosti vzorca CLY(100) močno znižalo že po eni 
uri inkubacije. To nakazuje, da je prisotnost vlaken LI v mešanici spodbudila rast bakterij 
vrste S. aureus in s tem zmanjšala protimikrobno učinkovitost vlaken CLY.        
 
Rezultati izračunov parametrov RK in R0 v prisotnosti vzorcev mešanic vlaken z naraščajočo 
koncentracijo vlaken CLY so prikazani na sliki 10. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: RK: zmanjšanje števila bakterij glede na kontrolni vzorec, R0: zmanjšanje števila bakterij glede na 
začetni čas, cCLY: koncentracija protimikrobnih vlaken v vzorcih od CLY(15) do CLY(70). 
Slika 13: Zmanjšanje števila bakterij, RK oziroma R0, vrst E. coli in S. aureus v odvisnosti od koncentracije 
vlaken liocel, cCLY, v vzorcih CLY(15) do CLY(70). 
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S slike 13 je razvidno, da smo pri mešanicah tekstilnih vlaken zabeležili višje zmanjšanje 
števila bakterij pri bakterijah vrste E. coli, kjer smo opazili značilen trend naraščanja 
parametrov R0 in RK glede na koncentracijo protimikrobnih vlaken v mešanici. Zmanjšanje 
števila bakterij glede na začetni čas je bilo pri nižjih koncentracijah vlaken CLY negativno, 
saj se je število bakterij po dveh urah stresanja povečalo. Negativne vrednosti so posledica 
inkubacije bakterij v gojišču NB, ki predstavlja bogat vir hranil za rast bakterij. Nižjih 
zmanjšanj števila bakterij in odstopajočih vrednosti pri bakterijah vrste S. aureus v tej fazi 
še nismo znali v celoti pojasniti. Sklepali smo, da so vlakna LI delovala kot sekundarni vir 
hranil in da so se nekatere bakterije pritrdile na površino vzorcev, zato jih z metodo štetja 
kolonij na gojišču brez predhodne sprostitve pritrjenih celic nismo mogli določiti. 
4.5 RAST IN ADHEZIJA BAKTERIJ NA TEKSTILNA VLAKNA 
Za potrditev hipoteze, da vzorec vlaken predstavlja vir hranil za bakterije vrste S. aureus, ne 
pa za bakterije vrste E. coli, smo preverili rast obeh vrst bakterij na tekstilnih vlaknih CV in 
LI. Število bakterij smo določili z metodo štetja kolonij na gojišču pri začetnem času ter po 
1 h in 2 h stresanja v prisotnosti vzorcev. Rezultati preizkusa rasti bakterij v fiziološki 
raztopini brez in v prisotnosti tekstilnih vlaken so prikazani na slikah 14 in 15. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: N: število bakterij, IN: bakterijski inokulum, CV: viskozna vlakna, LI: lanena vlakna. 
Slika 14: Število bakterij, N, vrste E. coli v fiziološki raztopini po v časovnem obdobju do 2 h, brez tekstilnih 
vlaken in v prisotnosti vlaken CV in LI. 
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Legenda: N: število bakterij, IN: bakterijski inokulum, CV: viskozna vlakna, LI: lanena vlakna. 
Slika 15: Število bakterij, N, vrste S. aureus v fiziološki raztopini v časovnem obdobju do 2 h, brez tekstilnih 
vlaken in v prisotnosti vlaken CV in LI. 
S spremljanjem rasti smo ugotovili, da je bilo število bakterij povišano pri obeh bakterijskih 
vrstah v prisotnosti vlaken LI. Pri inokulumu in v prisotnosti vlaken CV nismo zabeležili 
povišanja rasti, saj število bakterij tekom poskusa ostaja na približno enakem nivoju. Na 
podlagi rezultatov lahko potrdimo hipotezo, da je lan substrat, ki bakterijam predstavlja 
hranilo oziroma ustrezne razmere za njihovo razmnoževanje.  
 
Da bi preverili, ali obstaja možnost adhezije bakterij na tekstilni substrat, smo test rasti 
podaljšali na 24 h. Rezultati so prikazani na slikah 16 in 17. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: N: število bakterij, IN: bakterijski inokulum, CV: viskozna vlakna, LI: lanena vlakna. 
Slika 16: Število bakterij, N, vrste E. coli  v fiziološki raztopini v časovnem obdobju do 23 h, brez tekstilnih 
vlaken in v prisotnosti vlaken CV in LI. 
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Legenda: N: število bakterij, IN: bakterijski inokulum, CV: viskozna vlakna, LI: lanena vlakna. 
Slika 17: Število bakterij, N, vrste S. aureus v fiziološki raztopini v časovnem obdobju do 24 h, brez 
tekstilnih vlaken in v prisotnosti vlaken CV in LI. 
S primerjavo slik 16 in 17 opazimo bistvene razlike med obema vrstama bakterij. Pri 
bakterijah vrste E. coli opazimo pričakovano rast, pri bakterijah vrste S. aureus pa je po 24 
h stresanja prišlo do upada števila bakterij. Na podlagi rezultatov lahko sklepamo, da je pri 
bakterijah vrste S. aureus prišlo do adhezije bakterij na tekstilni substrat, v primeru 
inokuluma brez tekstilnih vlaken pa lahko upad števila bakterij pojasnimo z odmiranjem 
bakterij zaradi odsotnosti hranil med inkubacijo v fiziološki raztopini. Pritrjenih bakterij 
nismo mogli določiti, saj brez predhodne priprave vzorca (sprostitev pritrjenih celic) z 
metodo štetja kolonij na ploščah določimo le bakterije, ki se nahajajo v raztopini. Iz tega 
smo sklepali, da standardni test ASTM E 2149-01 (2001) ni primeren za določitev 
protimikrobne aktivnosti vzorcev v primeru, da se bakterije kljub stresanju adherirajo na 
njihovo površino. 
Da bi dokazali adhezijo bakterij vrste S. aureus na tekstilni substrat, smo izvedli še nadaljnje 
raziskave. Po dodatni homogenizaciji vzorcev v gnetilniku in tretiranju vzorcev z 
ultrazvokom, smo ponovno določili število obeh vrst bakterij. Rezultati so prikazani na 
slikah 18 in 19. 
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Legenda: N: število bakterij, CV: viskozna vlakna, LI: lanena vlakna, UZ: ultrazvok. 
Slika 18: Primerjava števila bakterij, N, vrste E coli,  pred in po homogenizaciji ter tretiranju vlaken CV in 
LI z ultrazvokom. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: N: število bakterij, CV: viskozna vlakna, LI: lanena vlakna, UZ: ultrazvok. 
Slika 19: Primerjava števila bakterij, N, vrste S. aureus,  pred in po homogenizaciji ter tretiranju vlaken CV 
in LI z ultrazvokom. 
S primerjavo slik 18 in 19 smo ugotovili, da je po tretiranju z UZ prišlo do velikega povišanja 
števila bakterij vrste S. aureus na vlaknih LI. S tem smo dokazali adhezijo bakterij na vlakna 
LI, medtem ko na vlaknih CV adhezije nismo opazili. Pri bakterijah vrste E. coli nismo 
zabeležili bistvenih razlik med netretiranimi in z UZ  tretiranimi vzorci. 
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Da bi potrdili adhezijo bakterij vrste S. aureus na vlakna LI, smo vzorce mikroskopirali s 
SEM. Posnetki elektronskega mikroskopa so prikazani na sliki 20. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: SEM: vrstični elektronski mikroskop, CV: viskozna vlakna, LI: lanena vlakna. 
Slika 20: SEM-posnetki vlaken CV in LI po 24 h inkubaciji v prisotnosti bakterij vrste E. coli in S. aureus. 
a) Vlakna CV in bakterije vrste E. coli, b) Vlakna CV in bakterije vrste S. aureus, c) Vlakna LI in bakterije 
vrste E. coli, d) Vlakna LI in bakterije vrste S. aureus. 
Adhezija bakterij vrste S. aureus na vlakna LI je lepo vidna na sliki 20 d), kjer opazimo 
posamezne skupke, ki se pred delovanjem zunanjih vplivov zaščitijo s tvorbo biofilma. S 
tem bakterije postanejo odpornejše na delovanje ZnO, poleg tega pa je omogočeno tudi 
njihovo razmnoževanje. Razlog za boljšo adhezijo bakterij na vlakna LI je lahko tudi 
površina vlaken, ki je v primerjavi z vlakni CV veliko bolj groba in ima več nepravilnosti. 
Kljub temu na sliki 20 b) opazimo tudi posamezne bakterije vrste S. aureus, ki so ujete med 
razpoke na vlaknih CV. Pri bakterijah vrste E. coli nismo zaznali adhezije na tekstilna 
vlakna, z izjemo posameznih bakterij, ki se nahajajo na površini vlaken CV in LI. 
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4.6 BIORAZGRADNJA VZORCEV MEŠANIC VLAKEN V HUMUSNI ILOVICI 
Vzorec mešanice vlaken za zakop v humusno ilovico smo izbrali na podlagi rezultatov 
protimikrobne aktivnosti pri bakterijah vrste E. coli. Ker je iz slike 13 razvidno, da je bilo 
visoko zmanjšanje bakterij vrste E. coli doseženo v prisotnosti mešanice vlaken s 25 % 
deležem CLY in se z večanjem koncentracije vlaken CLY ni bistveno spremenila, smo kot 
reprezentativni vzorec izbrali CLY(25). Primerjalno smo v raziskavo vključili tudi vzorca K 
in CLY(70) brez in z največjo koncentracijo vlaken CLY ter enokomponentne vzorce 
CV(100), LI(100) in CLY(100).                                            
4.6.3 Merjenje izgube mase po zakopu 
Na sliki 21 so prikazane fotografije vzorcev mešanice vlaken pred zakopom v humusno 
ilovico, na slikah 22, 23, 24 in 25 pa fotografije vzorcev po izkopu. 
 
 
Legenda: K: kontrolni vzorec brez protimikrobnih vlaken, CLY(25): vzorec mešanice vlaken s 25 % 
koncentracijo vlaken liocel, CLY(70): vzorec mešanice vlaken s 70 % koncentracijo vlaken liocel. 
Slika 21: Fotografije vzorcev K (a), CLY(25) (b) in CLY(70) (c) pred zakopom v humusno ilovico. 
Legenda: K: kontrolni vzorec brez protimikrobnih vlaken. 
Slika 22: Fotografije vzorca K po desetih (a), dvajsetih (b), tridesetih (c) in petdesetih (d) dneh zakopa v 
humusni ilovici. 
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Legenda: CLY(25): vzorec mešanice vlaken s 25 % koncentracijo vlaken liocel. 
Slika 23: Fotografije vzorca CLY(25) po desetih (a), dvajsetih (b), tridesetih (c) in petdesetih (d) dneh 
zakopa v humusni ilovici. 
 
Legenda: CLY(70): vzorec mešanice vlaken s 70 % koncentracijo vlaken liocel. 
Slika 24: Fotografije vzorca CLY(70) po desetih (a), dvajsetih (b), tridesetih (c) in petdesetih (d) dneh 
zakopa v humusni ilovici. 
 
Legenda: CV: viskozna vlakna, LI: lanena vlakna, CLY: protimikrobna vlakna liocel. 
Slika 25: Fotografije vzorcev CV(100) (a), LI(100) (b) in CLY(100) (c) po tridesetih dneh zakopa v humusni 
ilovici. 
34 
Malis D. Protimikrobna učinkovitost in biorazgradljivost mešanice naravnih celuloznih vlaken … ZnO.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
 
S primerjavo slik 22, 23 in 24 lahko opazimo bistvene razlike v razgrajenosti vzorcev, ki se 
je povečevala s podaljševanjem časa v humusni ilovici. Najbolj razgrajeni so bili kontrolni 
vzorci K, najmanj pa vzorci CLY(70), z največjim deležem protimikrobnih vlaken. Pri 100 
% vlaknih (slika 25) smo največjo razgrajenost opazili pri vlaknih CV, najmanjšo pa, po 
pričakovanjih, pri protimikrobnih vlaknih CLY. Vzorce smo v nadaljevanju stehtali in 
izračunali deleže izgubljenih mas. Rezultati so podani v preglednici 6, grafični prikaz pa je 
predstavljen na slikah 26 in 27. 
Preglednica 6: Rezultati tehtanja in izračun izgube mase po različnih časovnih obdobjih zakopa v humusni 
ilovici. 
Vzorec mt=0 [g] tzakopa [dni] mt [g] ∆m [g] 
K 
12,75 10 7,47 5,28 
12,63 20 4,39 8,24 
12,83 30 2,59 10,24 
12,88 50 1,94 10,94 
CLY(25) 
12,85 10 10,47 2,38 
12,8 20 8,67 4,13 
12,83 30 6,08 6,75 
12,82 50 4,25 8,57 
CLY(70) 
12,69 10 11,3 1,39 
12,78 20 10,62 2,16 
12,63 30 8,26 4,37 
12,69 50 7,04 5,65 
CV 12,8 30 2,26 10,54 
LI 12,74 30 3,88 8,86 
CLY 12,81 30 9,85 2,96 
Legenda: K: kontrolni vzorec brez protimikrobnih vlaken, CLY(25): vzorec s 25 % koncentracijo vlaken liocel, 
CLY(70): vzorec s 70 % koncentracijo vlaken liocel, CV: viskozna vlakna, LI: lanena vlakna, CLY: 
protimikrobna vlakna liocel. 
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Legenda: K: kontrolni vzorec brez protimikrobnih vlaken, CLY(25): vzorec s 25 % koncentracijo vlaken liocel, 
CLY(70): vzorec s 70 % koncentracijo vlaken liocel. 
Slika 26: Delež izgube mase, Dm, vzorcev K, CLY(25) in CLY(70) v odvisnosti od časa zakopa, tzakopa, v 
humusni ilovici. 
Rezultati, ki smo jih pridobili s tehtanjem vzorcev so bili pričakovani. Največjo izgubo mase 
smo zabeležili pri kontrolnih vzorcih K brez protimikrobnih vlaken, medtem ko je bila 
izguba mase najmanjša pri vzorcih CLY(70), ki so vsebovali kar 70 % protimikrobnih vlaken 
liocel. Omenjeni trend smo zabeležili v vseh časovnih intervalih, delež razgrajenih vlaken 
pa se je pričakovano povečeval z daljšanjem časa zakopa v humusni ilovici. Razlog za 
manjšo izgubo mase pri vzorcih CLY(25) in CLY(70) je v prisotnosti protimikrobnih vlaken, 
ki zavrejo delovanje talnih mikroorganizmov in upočasnijo proces biorazgradnje. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: CV(100): 100 % viskozna vlakna, LI(100): 100 %  lanena vlakna, CLY(100): 100 % protimikrobna 
vlakna liocel. 
Slika 27: Delež izgube mase, Dm, vzorcev CV(100), LI(100) in CLY(100) po 30 dneh zakopa v humusni 
ilovici. 
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Pričakovane rezultate smo dobili tudi v primeru 100 % vlaken CV, LI in CLY. Največjo 
izgubo mase smo zabeležili pri vlaknih CV, katerih glavna komponenta je celuloza, medtem 
ko smo pri vlaknih LI zabeležili nekoliko manjšo vrednost izgube mase. S tem smo dokazali, 
da so vlakna LI slabše razgradljiva, saj poleg celuloze vsebujejo tudi težje razgradljivi lignin. 
Najmanjšo izgubo mase smo pričakovano zabeležili pri 100 % vlaknih CLY. 
4.6.4 Mikroskopska analiza 
Da bi preučili spremembe, ki se tekom biorazgradnje dogajajo na vlaknih, smo mešanice K, 
CLY(25) in CLY(70) analizirali z uporabo mikroskopa SEM. Fotografije mešanic, ki smo 
jih posneli pred zakopom, po 10 in 30 dneh zakopa v humusni ilovici, so prikazane na slikah 
28 in 29. 
 
 
Legenda: SEM: vrstični elektronski mikroskop, CV: viskozna vlakna, LI: lanena vlakna, CLY: protimikrobna 
vlakna liocel. 
Slika 28: SEM-posnetek mešanice vlaken CV (a), LI (b) in CLY (c) pred zakopom v humusno ilovico. 
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Legenda: SEM: vrstični elektronski mikroskop, K: kontrolni vzorec brez protimikrobnih vlaken, CLY(25): 
vzorec mešanice vlaken s 25 % koncentracijo vlaken liocel, CLY(70): vzorec mešanice vlaken s 70 % 
koncentracijo vlaken liocel. 
Slika 29: SEM-posnetki vzorcev K, CLY(25) in CLY(70) po 10 in 30 dneh zakopa v humusni ilovici.           a) 
vzorec K po 10 dneh zakopa, b) vzorec K po 30 dneh zakopa, c) vzorec CLY(25) po 10 dneh zakopa,       d) 
vzorec CLY(25) po 30 dneh zakopa, e) vzorec CLY(70) po 10 dneh zakopa, f) vzorec CLY(70) po 30 dneh 
zakopa. 
Posnetki vlaken so v skladu s fotografijami in grafom o izgubi mase vzorcev (slika 26). Iz 
slike 28 je razvidno, da pred zakopom mešanic v humusno ilovico nismo opazili nobenih 
poškodb ali morfoloških nepravilnosti na vlaknih. Po 10 in 30 dneh zakopa v humusni ilovici 
smo opazili bistvene spremembe, kot sta izguba morfološke strukture in tvorba biofilma, ki 
je najbolj izrazita pri vzorcu K po 30 dneh zakopa (slika 29 b).  
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S SEM posnetki mešanic vlaken po zakopu smo dokazali, da stopnja biorazgradnje s časom 
narašča in je odvisna od deleža protimikrobnih vlaken v mešanici. Največjo stopnjo 
biorazgradnje smo pričakovano zabeležili pri vzorcu K, najmanjšo pa pri vzorcu CLY(70). 
Z mikroskopsko analizo smo potrdili dejstvo, da biorazgradnja v določeni meri poteka tudi 
pri vzorcu CLY(25), ki je v prvem delu eksperimenta dosegel zadovoljivo protimikrobno 
aktivnost. 
4.6.5 Spektroskopska analiza 
Z analizo FTIR smo preučili spremembe v kemijski sestavi pri vzorcih K, CLY(25) in 
CLY(70) tekom zakopa v humusni ilovici. Rezultati so predstavljeni na slikah 30, 31 in 32. 
S primerjavo spektrov opazimo številne podobnosti med vzorci K, CLY(25) in CLY(70), 
kar kaže na podobnost v njihovi kemijski sestavi. Razlike med vzorci se pojavijo tekom 
biorazgradnje v humusni ilovici, kjer se začne tvorba značilnih organskih spojin. 
 
 
Legenda: FTIR: infrardeča spektroskopija s Fourierjevo transformacijo, CLY(25): vzorec s 25 % koncentracijo 
vlaken liocel. 
Slika 30: FTIR spekter vzorca CLY(25) pred zakopom (V0) in po desetih (V1), dvajsetih (V2), tridesetih 
(V3) in petdesetih (V4) dneh zakopa v humusni ilovici. 
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Osnovna gradbena enota, ki je prisotna tako pri vlaknih CV in CLY, kot tudi pri vlaknih LI, 
je celuloza. Ta s svojimi značilnimi trakovi tvori tipičen odtis celuloze, ki je jasno viden na 
spektru V0. Najpomembnejši trakovi celuloze se v spektru nahajajo pri valovnih številih 
1200 cm-1, 1160 cm-1, 1050 cm-1 in 900 cm-1 in predstavljajo nihanja v kemijski strukturi 
makromolekul. Kot je razvidno iz slike 30, se jakost trakov celuloze tekom biorazgradnje 
močno zmanjša, v nekaterih primerih pa trakovi tudi povsem izginejo. 
Tekom biorazgradnje se na spektru pojavijo tudi novi trakovi, kar lahko pripišemo nastanku 
novih organskih spojin, ki so posledica delovanja talnih mikroorganizmov. Nastanek trakov 
pri valovnih številih 2910 cm-1 in 2865 cm-1 lahko pripišemo vibracijam C-H, nastanek traku 
pri 1735 cm-1 pa je posledica vibracij C=O, ki predstavljajo karbonilni del karboksilne 
skupine. Nastanek omenjenega traku kaže na oksidacijske poškodbe tekom biorazgradnje. 
Na spektru se močno poveča trak pri valovnem številu 1640 cm-1, ob tem pa se pojavi tudi 
nov trak pri valovnem številu 1540 cm-1. Trakova predstavljata amid I in amid II. Nastanek 
amidov kaže na prisotnost proteinov, ki jih tekom biorazgradnje izločajo talni 
mikroorganizmi. Ker metoda FTIR zazna le vibracije v kemijskih vezeh, na spektrih ne 
vidimo traku ZnO, saj je le-ta na vlakna vezan fizikalno. 
 
 
Legenda: FTIR: infrardeča spektroskopija s Fourierjevo transformacijo, K: kontrolni vzorec brez 
protimikrobnih vlaken, CLY(25): vzorec s 25 % koncentracijo vlaken liocel, CLY(70): vzorec s 70 % 
koncentracijo vlaken liocel. 
Slika 31: FTIR spekter vzorcev K, CLY(25) in CLY(70) po 10 dneh zakopa v humusni ilovici. 
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Legenda: FTIR: infrardeča spektroskopija s Fourierjevo transformacijo, K: kontrolni vzorec brez 
protimikrobnih vlaken, CLY(25): vzorec s 25 % koncentracijo vlaken liocel, CLY(70): vzorec s 70 % 
koncentracijo vlaken liocel. 
Slika 32: FTIR spekter vzorcev K, CLY(25) in CLY(70) po 50 dneh zakopa v humusni ilovici. 
 
Iz slik 31 in 32 so razvidne razlike v spektrih med vzorci K, CLY(25) in CLY(70), po 10 in 
50 dneh zakopa v humusni ilovici. Spremembe v kemijski sestavi pri posameznem časovnem 
obdobju so očitnejše pri vzorcu K, ki ne vsebuje protimikrobnih vlaken. Najmanjše 
spremembe smo pričakovano zabeležili pri vzorcu CLY(70), ki vsebuje največji delež 
protimikrobnih vlaken, ki upočasnijo proces biorazgradnje s strani mikroorganizmov. 
Razlike med vzorci so pričakovano očitnejše po 50 dneh zakopa, kjer so jasno vidne razlike 
pri nastajanju novih trakov in zmanjševanju obstoječih trakov celuloze. Vidne so tudi 
spremembe v spektru pri vzorcih CLY(25), kar kaže na začetek biorazgradnje v humusni 
ilovici. 
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4.6.6 Ugotavljanje stopnje kontaminacije humusne ilovice 
Da bi preverili vpliv zakopanih vzorcev na okolje, smo po 14 dneh prešteli kalčke, ki so 
vzklili izmed 50 posejanih semen. Rezultati rasti kalčkov v humusni ilovici, ki ni bila, 
oziroma je bila predhodno v stiku z zakopanimi vzorci mešanice vlaken K, CLY(25) in 
CLY(70), so predstavljeni na sliki 33. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: Nk: število zraslih kalčkov, HI/R: vzorec humusne ilovice, ki ni bil v stiku z nobenim od vzorcev, 
HI/K: vzorec humusne ilovice, odvzet s površine vzorca K, HI/CLY(25): vzorec humusne ilovice, odvzet s 
površine vzorca CLY(25), HI/CLY(70): vzorec humusne ilovice, odvzet s površine vzorca CLY(70). 
Slika 33: Število zraslih kalčkov, Nk, po 14 dneh  iz vzorcev humusne ilovice, ki ni bila (HI/R) oziroma je 
bila v stiku z zakopanimi vzorci mešanic vlaken K (HI/K), CLY(25) (HI/CLY(25)) in CLY(70) 
(HI/CLY(70)). 
Na podlagi rezultatov (slika 33) smo ugotovili, da ni prišlo do bistvenih razlik med 
posameznimi vzorci. S tem smo dokazali, da mešanice vlaken z vključenim ZnO ne vplivajo 
na kontaminacijo humusne ilovice do te mere, da bi to vplivalo na inhibicijo življenja in s 
tem povezanih naravnih procesov. Ker tudi pri referenčnem vzorcu (HI/R) niso vzklila vsa 
semena, smo sklepali, da so bila nekatera semena poškodovana, ali pa je bil inkubacijski čas 
v humusni ilovici prekratek. 
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5 SKLEPI 
- Povečanje količine vlaken z vgrajenim ZnO v mešanici je povečalo protimikrobno 
zaščito tekstilnih vlaken v primeru bakterij vrste E. coli, pri bakterijah vrste S. aureus 
pa povečanja protimikrobne zaščite nismo uspeli določiti zaradi namnoževanja 
bakterij v prisotnosti vlaken LI ter potencialne adhezije bakterij na tekstilna vlakna 
in s tem povečanja njihove odpornosti proti ZnO. 
- Povečanje količine vlaken z vgrajenim ZnO v mešanici je zmanjšalo stopnjo 
biorazgradnje mešanice vlaken in tudi pri največjih deležih protimikrobnih vlaken v 
mešanici ni vplivalo na kontaminacijo zemlje do te mere, da bi to vplivalo na 
inhibicijo življenja in s tem povezanih naravnih procesov. 
- Z izbiro mešanice vlaken z ustrezno koncentracijo ZnO smo zagotovili biostatično 
protimikrobno aktivnost ob hkratni ohranitvi biorazgradnje vlaken. Izbrana mešanica 
vlaken je bila mešanica s 25 % protimikrobnih vlaken z vgrajenim ZnO. 
- Na podlagi rezultatov smo ugotovili, da standard ASTM 2149-01 (2001) ni primeren 
za določitev protimikrobne aktivnosti tekstilnih vzorcev v primeru, da se bakterije 
kljub stresanju adherirajo na njihovo površino. Prav tako smo na začetku raziskav 
opustili absorpcijsko metodo po standardu SIST EN ISO 20743:2007, saj se je 
metoda zaradi slabe homogenosti vzorcev in majhne količine bakterijske suspenzije 
izkazala kot neučinkovita. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
43 
Malis D. Protimikrobna učinkovitost in biorazgradljivost mešanice naravnih celuloznih vlaken … ZnO.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
 
6 POVZETEK 
Protimikrobna zaščita tekstilij dandanes predstavlja pomembno orodje v boju proti 
negativnim učinkom mikroorganizmov. V svetu se pojavlja problem povečane odpornosti 
mikroorganizmov proti antibiotikom, zato je v ospredju uporaba alternativnih 
protimikrobnih sredstev. V naši raziskavi smo uporabili vlakna liocel z vključenim 
kovinskim oksidom ZnO, ki predstavlja učinkovito in varno protimikrobno sredstvo, 
njegovo delovanje pa je odvisno od številnih dejavnikov in je opredeljeno s tremi glavnimi 
mehanizmi.  
V prvi fazi raziskave smo ugotavljali protimikrobno učinkovitost mešanic celuloznih vlaken 
z različnim deležem protimikrobnih vlaken z vključenim ZnO. Uporabili smo bakterije vrst 
E. coli in S. aureus, ki so značilne predstavnice gramnegativnih oziroma  grampozitivnih 
bakterij. V tem delu raziskave smo potrdili hipotezo, da povečanje količine protimikrobnih 
vlaken v mešanici poveča protimikrobno zaščito tekstilnih vlaken v primeru bakterij vrste 
E. coli. Pri bakterijah vrste S. aureus nismo zabeležili značilnega trenda upadanja števila 
bakterij s poviševanjem koncentracije protimikrobnih vlaken, zato smo izvedli nadaljnje 
raziskave, kjer smo preučevali adhezijo bakterij vrste S. aureus na tekstilni substrat. Na 
podlagi testov adhezije in slikanja z mikroskopom SEM smo ugotovili, da lanena vlakna 
predstavljajo primerno podlago za adhezijo bakterij, na površini vlaken pa smo opazili tudi 
tvorbo biofilma, s katerim se bakterije še dodatno zaščitijo pred vplivom protimikrobnih 
sredstev. V drugi fazi raziskav smo preučevali biorazgradnjo mešanic celuloznih vlaken z 
različnim deležem protimikrobnih vlaken. Na podlagi analiz po izkopu iz humusne ilovice, 
smo potrdili hipotezo, da povišanje količine vlaken z vgrajenim ZnO v mešanici vpliva na 
zmanjšanje stopnje biorazgradnje mešanice vlaken in obenem ne vpliva na kontaminacijo 
zemlje do te mere, da bi to vplivalo na inhibicijo življenja in s tem povezanih naravnih. Ob 
koncu raziskav smo potrdili, da lahko hkrati dosežemo tako biostatično protimikrobno 
aktivnost, kot tudi ustrezno biorazgradnjo celuloznih vlaken. Izbrali smo mešanico s 25 % 
protimikrobnih vlaken z vključenim ZnO. 
Rezultati magistrske naloge odpirajo možnosti za nadaljnje raziskave, saj na temo vlaken 
liocel z vključenim ZnO nismo zasledili veliko raziskav o protimikrobnem delovanju in 
biorazgradnji vlaken. V nadaljnjih raziskavah bi bilo zanimivo preučiti predvsem 
mehanizem adhezije bakterij vrste S. aureus in tvorbo biofilma na lanenih vlaknih, ter 
preučiti vpliv biofilma na odpornost bakterij proti ZnO. Poleg tega bi bilo potrebno natančno 
preučiti tudi zgradbo lanenih vlaken in izpostaviti komponento, ki bi bakterijam vrste S. 
aureus lahko služila kot sekundarni vir hranil. Za primerjavo in dodatno potrditev naših 
hipotez bi bilo zanimivo preučiti tudi druga celulozna vlakna in uporabiti tudi druge 
bakterijske vrste. 
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